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RESUMO 
 
Constantemente produtos químicos são produzidos em 
larga escala e introduzidos no ambiente, contaminando 
principalmente os ecossistemas aquáticos. Uma vez que o 
número de xenobióticos é crescente, a demanda por estudos 
toxicológicos tornam as técnicas de testes in vivo difíceis de 
serem executadas. Há uma necessidade então do 
desenvolvimento de abordagens que selecionem e priorizem 
quais compostos devem passar por testes mais detalhados. 
Receptores nucleares (NRs) são tipicamente alvo de compostos 
sintéticos que imitam ou antagonizam a ação de ligantes 
endógenos. Nesse estudo propomos uma metodologia de 
caracterização estrutural de NRs para a ostra do pacífico, 
organismo sentinela e de importante interesse para zonas 
costeiras de Santa Catarina. Nossos resultados mostram que a 
partir de técnicas de modelagem comparativa e caracterização 
de cavidades é possível classificar NRs de um organismo não 
modelo em potencialmente moduladas e não moduladas. 
Apresentamos também uma alternativa promissora para 
triagem de ligantes com base nas características volumétricas 
do sítio ativo, com destaque especial para o NR  CgROR que 
se mostrou favorável a interações com colesterol e tamoxifeno. 
 
Palavras-chave: Biologia estrutural. Receptor Nuclear. 
Ecotoxicologia. 
 
 
  
ABSTRACT 
 
Chemicals are regularly produced on a large scale and 
introduced into the aquatic environment. Since the number of 
xenobiotics is increasing, the demand for toxicological studies 
makes the in vitro and in vivo tests unfeasible. In this sense, 
new approaches able to identify toxical compounds are 
necessary. The nuclear receptors (NRs) are typically targeted 
for synthetic compounds that mimic or antagonize the action of 
endogenous ligands. In this study, we propose a 
methodological approach for the structural characterization of 
NRs in the Pacific oyster, a sentinel organism and a crucial 
commercial organism for Santa Catarina. Our comparative 
modeling data show that, from the protein cavity perspective, it 
is possible to classify NRs from non-model organisms into 
potential modulated and non-modulated receptor. We also 
present a promising alternative for ligand screening based on 
the volumetric characteristics of the active site, with focus on 
the NR CgROR that shows stable interactions with cholesterol 
and tamoxifen. 
Keywords: Structural biology. Nuclear Receptor. 
Ecotoxicology. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 Crassostrea gigas COMO BIOINDICADOR DE 
MONITORAMENTO AMBIENTAL 
 
Crassostrea gigas, também conhecida como ostra do 
pacífico, apresenta importante interesse econômico, pois além 
de ser a ostra mais cultivada no mundo, também é considerada 
um importante organismo sentinela (WESSEL et al., 2007). 
Esta espécie contém características que a torna importante para 
o biomonitoramento de xenobióticos, tais como sua anatomia, 
ciclo de vida, capacidade de bioacumulação de substâncias 
químicas, facilidade de manipulação em laboratório (COLLIN 
et al., 2010; ERNANDE et al., 2003; MIOSSEC; LE DEUFF; 
GOULLETQUER, 2009). Além disso, já teve seu genoma 
sequenciado, no qual mostrou uma complexidade genômica 
com relação a adaptação aos estresses ambientais (LI et al., 
2018; ZHANG et al., 2012). Essas características juntamente 
com a importância na aquicultura fazem da ostra do Pacífico 
uma espécie modelo em estudos ecotoxicológicos. 
Biomarcadores são amplamente utilizados no 
monitoramento ambiental, de forma a verificar a exposição ou 
efeito de xenobióticos nos organismos e são definidos como 
alterações bioquímicas, celulares, moleculares ou ainda, 
mudanças fisiológicas nas células, fluídos corpóreos, tecidos 
ou órgãos (LAM; GRAY, 2003). O uso de biomarcadores se 
faz importante no sentido de obter previamente, sinais de danos 
nos níveis de organização celular complexa e o potencial de 
antecipar tais mudanças os tornam importantes no alerta 
precoce, permitindo assim, o início de estratégias de 
biorremediação antes da ocorrência de danos ambientais 
irreversíveis (CAJARAVILLE et al., 2000; VAN DER OOST; 
BEYER; VERMEULEN, 2003). Nesse sentido, biomarcadores 
representam ferramentas cada vez mais reconhecidas 
mundialmente para avaliação de impactos causados por 
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poluição no meio marinho, incorporados inclusive em vários 
programas de monitoramento ambiental (CAJARAVILLE et 
al., 2000; VIARENGO et al., 2007). 
 
 
1.2 RECEPTORES NUCLEARES  
O controle biológico de processos-chave, como 
desenvolvimento e reprodução, é em grande parte atribuído a 
uma superfamília de fatores de transcrição independentes e 
dependentes de ligantes conhecidos como Receptores 
Nucleares (NRs). Na maioria dos casos, a ligação específica 
dos ligantes regula a atividade dos receptores nucleares. Os 
ligantes naturais desta superfamília são geralmente lipofílicos e 
incluem hormônios esteroides, ácidos biliares, ácidos graxos, 
certas vitaminas como a vitamina D e prostaglandinas 
(MCEWAN, 2009). 
Dada a sua capacidade de acomodar os ligantes, os NRs 
são os principais alvos de compostos sintéticos que imitam ou 
antagonizam a ação de ligantes endógenos (SANTOS et al., 
2018). Em resposta a estes compostos NRs modulam a 
transcrição de uma série de enzimas envolvidas em processo de 
detoxificação, tais como, os membros da família do citocromo 
P450 (CYP) (SAVAS; GRIFFIN; JOHNSON, 1999; XIE; 
EVANS, 2001). Os produtos dos genes CYP como CYP3A e 
CYP2B são essenciais para o metabolismo de hormônios 
esteroides e xenobióticos incluindo várias drogas (XIE et al., 
2000). Essa capacidade de ser ativada por um ligante é de 
relevância crucial na área de ecotoxicologia. Estudos revelaram 
a participação de NRs em fenômenos como a feminização em 
peixes e impossex em gastrópodes (FOALE, 1993; 
RODRIGUES et al., 2006). 
NRs em geral, apresentam a mesma organização modular 
(Figura 1), dividida em quatro domínios: a região N-terminal, 
que abriga a função de ativação (AF-1) em alguns receptores e 
é altamente variável; a região central de interação com o DNA 
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também denominada DBD (DNA Binding Domain), formada 
por dois dedos de zinco e que é mais conservada; uma região 
curta de conexão e flexão; e um domínio de interação com o 
ligante ou Ligand Binding Domain (LBD) que também possui 
a função de ativação (AF-2) (HANDSCHIN; MEYER, 2003).  
 
Figura 1 - Organização modular de um receptor nuclear (A) 
Estrutura de um receptor nuclear com quatro domínios 
modulares: região N-terminal com função de ativação (AF-1), 
domínio ligante de DNA (DBD) com dois dedos de zinco, uma 
dobradiça flexível (Hinge) e o domínio ligação com o ligante 
(LBD). (B) Os receptores nucleares de detecção xenobiótica se 
ligam com heterodímeros como RXR que se ligam no domínio 
DBD, a hexâmeros de nucleotídeos AGGTCA com 
espaçamentos variáveis.  
 
 
Fonte: (HANDSCHIN; MEYER, 2003). 
 
 
A partir da informação disponibilizada pelo genoma 
sequenciado de C. gigas, já foram identificados 43 receptores 
nucleares (VOGELER et al., 2014).  
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1.3 CONTAMINATES EMERGENTES  
 
Nas últimas décadas, novas substâncias xenobióticas 
foram desenvolvidas e introduzidas no ambiente aquático 
(THOMAIDIS; ASIMAKOPOULOS; BLETSOU, 2012), 
sendo muitas dessas retratadas como poluentes emergentes. 
Como exemplo, têm-se alguns fármacos, pesticidas, 
hormônios, nanomateriais e outros (CANELA et al., 2014; 
HUGGETT et al., 2003; KOLPIN et al., 2002).  A 
contaminação do ambiente aquático por fármacos ocorre via 
lixiviação, águas residuais e pelas excretas dos pacientes e 
animais (KIM et al., 2007); (NIKOLAOU; MERIC; FATTA, 
2007; DUSSAULT et al., 2008). Ao chegar às estações de 
tratamento não conseguem ser completamente removidos, 
tornando as águas contaminadas (DOKIANAKIS; 
KORNAROS; LYBERATOS, 2004; LANGFORD; THOMAS, 
2009). Um bom exemplo desse tipo de contaminação pode ser 
exemplificado pela via de transporte da cafeína no meio 
ambiente, como mostra a Figura 2. O mesmo caminho de 
transporte pode ser extrapolado para fármacos uma vez que 
estes seguem as meias vias de contaminação. 
Embora os medicamentos possuam uma meia-vida 
relativamente curta no ambiente a entrada constante de 
fármacos, mesmo que em pequenas concentrações, pode 
induzir efeitos tóxicos nos organismos. Estudos demonstram 
que as interações com os sítios de ação, em organismos 
geneticamente semelhantes aos humanos, podem resultar em 
toxicidade sub-letal, como câncer e anomalias reprodutivas 
(HERNANDO et al., 2006; KIM et al., 2007; KOLPIN et al., 
2002). 
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 Figura 2 - Possíveis vias de transporte de cafeína no ambiente.  
 
Fonte: (“Contaminação emergente | Revista Pesquisa Fapesp”, [s.d.]) 
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1.4 BIOINFORMÁTICA ESTRUTURAL 
 
O avanço na computação cientifica nos últimos anos, 
principalmente ao que se refere à capacidade de 
processamento, tem permitido novas análises no estudo de 
biomoléculas. Os projetos de sequenciamento de genoma 
completo tem gerado um número crescente de informações, 
esperando-se que em um longo prazo a genômica estrutural 
produza um grande número estruturas resolvidas 
experimentalmente, resultando cada vez mais em referências 
adequadas de estruturas (templates) podendo-se gerar modelos 
3D por homologia mais realistas (EVERS; GOHLKE; KLEBE, 
2003). Apesar de se saber que a função de uma proteína está 
diretamente relacionada com a sua estrutura tridimensional e 
dinâmica de movimento, no momento existem poucas 
estruturas resolvidas experimentalmente, considerando a 
enorme quantidade de dados de sequência disponíveis 
(BERMAN et al., 2000). Portanto, a modelagem 3D passa a ser 
uma alternativa para obtenção de informações tridimensionais 
de proteínas.  
Um dado muito importante na abordagem de modelagem 
comparativa é o fato de que a similaridade entre sequencias é 
normalmente menos preservada do que a similaridade 
estrutural (HÖLTJE et al., 2003). Para alcançar bons resultados 
na otimização de protótipos, além da modelagem comparativa, 
protocolos computacionais podem envolver, simulações de 
docking e dinâmica molecular (MD) (PARK; LEE, 2004). 
Considera-se que proteínas apresentam graus de 
flexibilidade particulares e que as interações ligante-proteína 
tendem a ter um encaixe induzido, entretanto, para uma 
abordagem mais completa se faz necessária a análise da 
paisagem energética multimensional (Energy landscape) que 
defina as probabilidades relativas dos estados conformacionais 
(termodinâmica) e as barreiras energéticas entre eles (cinética) 
(HENZLER-WILDMAN; KERN, 2007). 
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Vários esquemas para o cálculo de barreira energética 
livre podem ser utilizados por abordagens computacionais. 
Uma delas é o método clássico de dinâmica molecular, na qual 
são geradas trajetórias através de integrações das equações de 
movimento de Newton e as forças são derivadas negativas do 
potencial de função. Outra abordagem, no entanto, é o método 
de Monte Carlo que gera a trajetória das amostras de acordo 
com a distribuição de Boltzmann, porém, esta só fornece 
estatísticas significativas para os estados termicamente estáveis 
não sendo adequado para estados de transição (YOO, 2004).  
No geral simulações computacionais buscam considerar os 
aspectos dinâmicos do complexo fármaco-receptor nos estudos 
de modelagem molecular, com o intuito de tornar o mais real 
possível a descrição dos processos biológicos (ALONSO; 
BLIZNYUK; GREADY, 2006).  
Apesar de sua grande importância econômica, até o 
momento existem apenas nove estruturas de C. gigas 
depositadas no banco de dados de proteínas (PDB). Tais 
estruturas correspondem a sete Natterin-3, uma Defensina e um 
Receptor Nuclear de Estrógeno (BRIDGHAM et al., 2014; 
GUEGUEN et al., 2006; JIANG et al., 2017; UNNO et al., 
2016). Em contra partida quando buscamos por estruturas de 
organismos como Homo sapiens, por exemplo, o que se 
encontra são 42.047 estruturas disponíveis. Estas diferenças 
numéricas evidenciam a escassez de informações estruturais 
para C. gigas, o que tem se mostrado algo muito comum nos 
invertebrados, sendo estes então, organismos não modelo para 
estudos estruturais.  
Diversos estudos em ecotoxicologia têm empregado 
técnicas de docking molecular e virtual screening como 
ferramenta de testes de predição de efeitos tóxicos nos 
organismos  (WALKER; MCELDOWNEY, 2013; YANG et 
al., 2010; ZHOU et al., 2016). Neste trabalho utilizamos 
técnicas de bioinformática estrutural para avaliar o potencial de 
modulação de membros da família de Receptores Nucleares, 
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mostrando que através do estudo de suas cavidades é possível 
avaliar o potencial de modulação por ligantes endógenos e 
xenobióticos. 
 
2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Caracterizar estruturalmente a superfamília de receptores 
nucleares em C. gigas assim como identificar possíveis ligantes 
endógenos e xenobióticos por meio de técnicas de 
bioinformática estrutural. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
I. Construir modelos tridimensionais para os 
domínios LBD dos receptores nucleares de 
C.gigas; 
 
II. Caracterizar cavidades de ligação LBD através de 
análise funcional comparativa entre os domínios 
LBD de C.gigas e classificar entre receptores 
modulados ou não modulados; 
 
III. Avaliar a interação dos Receptores de C.gigas 
com fármacos de interesse ecotoxicológico; 
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3 METODOLOGIA 
 
Um esquema geral da metodologia empregada pode ser 
observado na Figura 3. 
 
3.1 MODELAGEM COMPARATIVA 
Os modelos tridimensionais, para os domínios LBD 
foram construídos através da plataforma SwissModel 
(BERTONI et al., 2017; BIENERT et al., 2017; GUEX; 
PEITSCH; SCHWEDE, 2009; WATERHOUSE et al., 2018), 
usando o modo de alinhamento. Primeiramente as sequencias 
identificadas foram submetidas ao BLASTp (CAMACHO et 
al., 2009) utilizando como referência o banco de dados PDB 
(BERMAN et al., 2000) e os melhores hits alinhados usando o 
programa ClustalW2 2.0 (LARKIN et al., 2007). Foram 
selecionadas como moldes as estruturas que possuíssem maior 
semelhança com o transcrito, que apresentassem ligante na 
cavidade do sítio e que tivessem sido geradas por técnica de 
cristalografia de raios X. Já a qualidade dos modelos 
construídos foi estimada através do score QMEAN 
(BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011). Além disso, o 
potencial de gerar uma estrutura de confiabilidade também foi 
avaliado por meio de análises de TM-score (XU; ZHANG, 
2010; ZHANG; SKOLNICK, 2004), gráficos de 
Ramachandran (LOVELL et al., 2003) e comparações com 
estruturas homólogas depositadas no PDB (BERMAN et al., 
2000). 
 
3.2 CALCULO DE CAVIDADES 
As cavidades foram calculadas pelo software CASTp 3.0 
(TIAN et al., 2018), com radius probe de 1.3 Å como valor 
padrão para calculo de área de superfície acessível ao solvente. 
O software identificou todos os bolsões de superfície, 
cavidades interiores e canais dos receptores, fornecendo um 
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delineamento detalhado de todos os resíduos que participam da 
sua formação, além de mesurar os volumes. A parir destas 
informações foi possível gerar figuras pelo PyMOL 
(SCHRÖDINGER, 2017) . 
 
3.3 BUSCA POR LIGANTES 
Os ligantes presentes nas estruturas experimentalmente 
resolvidas, utilizados na etapa de modelagem, serviram como 
parâmetro para uma extensa busca por ligantes endógenos e 
sintéticos de receptores nucleares no Banco de Dados de 
Proteínas (PDB) (BERMAN et al., 2000). Já a biblioteca de 
ligantes xenobióticos foi obtida a partir do banco de compostos 
para virtual screening, ZINC (IRWIN et al., 2012).  
 
3.4 CLASSIFICAÇÃO 
 
Através do software CASTp 3.0 (TIAN et al., 2018) os 
resíduos que compõem o sítio de ligação foram identificados e 
anotados. Posteriormente com o auxilio do programa PyMOL 
(SCHRÖDINGER, 2017) tais resíduos foram selecionados na 
estrutura tridimensional do modelo gerado e uma superfície de 
área construída. Os diferentes ligantes foram então 
posicionados internamente a essas superfícies e foi verificado 
se estes se acomodavam ou não com ao volume disponível em 
cada cavidade. Os receptores cuja cavidade fosse capaz de 
comportar os diferentes ligantes foi classificada como 
potencialmente modulada (PM), enquanto os que não 
apresentassem volume suficiente para acomodar um ligante 
foram classificados como potencialmente não modulados 
(PNM). 
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3.5 DOCKING MOLECULAR 
Os modelos classificados como PM foram selecionados 
para a etapa de teste de docking molecular com os diferentes 
ligantes, endógenos e fármacos. As caixas de atracamento 
foram construídas pelo Chimera 10.1 (CHIMERA, 2004), as 
quais foram centralizadas na posição dos ligantes de seus 
respectivos cristais, também consideramos flexíveis os 
aminoácidos completamente internos as caixas. Posteriormente 
as estruturas dos receptores nucleares e dos ligantes foram 
preparadas por scripts do pacote AutoDock Tools. Para a 
realização do docking e visualização dos resultados foi 
utilizado o programa AutoDock Vina  (TROTT; OLSON, 
2010). O programa Pose View (FRICKER; GASTREICH; 
RAREY, 2004; STIERAND; MAAß; RAREY, 2006) também 
foi utilizado para caracterização das interações no sítio de 
ligação. 
 
Figura 3- Fluxograma do passo a passo empregado na 
metodologia.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 MODELOS TRIDIMENSIONAIS  
 
Dentre os 43 transcritos de NRs reportados por Vogeler e 
colaboradores, foram selecionados sete modelos de acordo com 
parâmetros de qualidade dos mesmos, sendo que destes, o 
receptor de estrógeno CgNR3A, foi considerado modelo 
controle.  A escolha dessa sequência como controle se deve ao 
fato de esta ser a única estrutura (4N1Y) de receptor nuclear de 
C.gigas, experimentalmente resolvida e depositada em banco 
de dados. A Tabela 1 contém as medidas da primeira avaliação 
de qualidade dos modelos gerados. Os valores de QMEAN 
para todos os modelos são maiores que -4, indicando boa 
qualidade. Também se observa nesta tabela que o grau de 
similaridade entre as sequencias alvo e molde são maiores que 
30%, ou seja, suficientes para gerar um modelo confiável. 
 
Tabela 1 – Medidas de qualidade segundo protocolo de 
(BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011) para modelos de 
predição. Valores de QMEAN próximos de 0 são considerados 
de alta qualidade e menores do que -4 de baixa qualidade. 
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QMEAN 
 
-3,10 
 
-1,80 -2,23 -2,10 -0,69 -1,89 -0,98 
Indentidade 0,40 0,53 0,39 0,53 0,58 0,36 0,42 
Fonte: Próprio autor 
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Para medir a similaridade estrutural entre os modelos e 
seus respectivos moldes foram utilizadas as métricas 
observadas na Tabela 2. 
 
Tabela 2 - Métricas de qualidade estrutural para os modelos 
construídos e ângulos de torção permitidos. 
 
TM-score RMSD (Å) Ramachandran permitidos 
    
CgNR1A 0,95062 1,17 94,4% 
THRβ-Humano 
  
94,8% 
    
CgNR1B 0,98070 0,34 94,1% 
RARβ-Mus 
musculus 
  
87,7% 
    
CgNR1F 0,95775 0,23 97,0% 
RORα-Humano 
  
98,8% 
    
CgNR2A 0,98046 0,28 93,2% 
HNF4α-Humano 
  
93,4% 
    
CgNR2B 0,99518 0,10 96,3% 
RXR-Biomphalaria 
glabrata 
  
94,1% 
    
CgNR3A 0,88821 1,16 98,2% 
ER-Humano 
  
97,0% 
    
CgNR3A 0,93892 1,44 98,2% 
ER-Crassostrea 
gigas   99,6% 
    
CgNR5A 0,93944 0,21 98,3% 
NR5A-Humano 
  
99,2% 
Fonte: Próprio autor 
 
A primeira delas, TM-score, com valores que variam 
entre 0 e 1. Valores abaixo de 0,17 correspondem a proteínas 
não relacionadas escolhidas aleatoriamente, enquanto que 
pontuações maiores que 0,5 correspondem à mesma dobra. Já 
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uma pontuação máxima de 1 indica a combinação perfeita 
entre duas estruturas. Nossos modelos apresentaram valores 
acima de 0,5 evidenciando mesmo folding entre estruturas.  
O segundo parâmetro levado em consideração nesta etapa 
foi o cálculo de RMSD, uma medida que representa a distância 
entre dois números, no nosso caso, as coordenadas (x,y,z) para 
cada par de carbono alfa entre as estruturas molde e modelo. 
Nesse sentindo os nossos valores de RMSD para todos os 
modelos mostraram-se baixos. Observe que modelo controle, 
CgNR3A-ER, o qual usou como base de modelagem a 
estrutura de 1GWR, receptor de estrógeno humano com 36% 
de identidade com a sequência de C.gigas apresenta os maiores 
valores de RMSD da Tabela 2. Entretanto, como é apresentado 
na Figura 4, observamos que o modelo gerado é muito próximo 
em relação ao backbone da estrutura já resolvida 
experimentalmente (4N1Y) de C.gigas, com pequenas 
variações em regiões de loop.  
Como nem todos os pares de ângulos são possíveis 
dentro de uma estrutura proteica, em consequência á efeitos 
estéricos entre resíduos da cadeia lateral, analisamos também 
os ângulos proibitivos através do gráfico de Ramachandran 
(APÊNDICE A). Nossos resultados mostram que em geral, as 
restrições espaciais dos modelos gerados são muito próximas 
as restrições encontradas nas estruturas experimentais (Tabela 
2). Contudo, apesar destes resultados iniciais terem se 
mostrado positivos, percebemos que a baixa qualidade de um 
cristal, utilizado na etapa de modelagem, poderia gerar uma 
estrutura incompleta sem necessariamente diminuir os valores 
qualidade apresentados anteriormente. Nesse sentido, fizeram-
se necessárias análises adicionais nas quais levamos em 
consideração se o nossos modelos apresentavam estruturas 
típicas de um NR, presença de 11 a 12 α-hélices mais duas 
folhas-β em forma de grampo (grampo-β). Sendo assim 
observamos cada receptor individualmente, comparando com 
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outras estruturas do PDB e atentando ao fato de que o número 
de α-hélices é variável entre as famílias de receptores.  
 
Figura 4- Alinhamento tridimensional entre as estruturas de 
CgER-modelo (verde) e CgER cristal 4N1Y (azul). 
 
Fonte: Próprio autor 
 
Devido à grande quantidade de receptores envolvidos 
neste estudo, serão apresentadas ainda nessa etapa de 
qualificação apenas dois modelos para avaliação e discussão, o 
modelo CgNR5A e modelo controle CgER. A identificação das 
regiões para os outros modelos encontra-se no APÊNDICE B.  
Na Figura 5 é possível observar que o modelo CgN5A 
apresenta uma estrutura típica de NR, semelhante ao descrito 
por (LI; LAMBERT; XU, 2003), formada por 12 α-hélices 
mais duas folhas-β em forma de grampo. As α-hélices externas 
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(H1, H3, H8 e H11) estão posicionadas ortogonalmente em 
relação às internas (H5, H6 e H9), em uma geometria 
semelhante a um “sanduíche” e dentro deste, encontrando-se o 
sítio de ligação. Apesar de o domínio LBD ser pouco 
conservado, a arquitetural geral entre os diferentes receptores é 
bastante similar e uma característica que os difere é a região 
que envolve as hélices H2, H3 e o grampo-β. Nossas estruturas 
mostram que, enquanto alguns receptores apresentam um 
grande loop entre essas hélices, o modelo CgER (Figura 6) não 
possui este motivo, nem mesmo a hélice H2, estando em 
conformidade com esperado segundo literatura para estruturas 
de ER (ASCENZI; BOCEDI; MARINO, 2006), com a única 
diferença que o nosso modelo não apresenta a região de α-
hélice H4 bem definida. Contudo, quando observado o modelo 
experimental deste mesmo receptor em C.gigas descrito por 
(BRIDGHAM et al., 2014) o que se vê é que esta região 
também não é bem definida.  Este resultado nos mostra, que 
apesar do modelo controle construído ter como base uma 
estrutura de ER humana, com sequencia de identidade de 36% 
com C. gigas, a técnica de predição é capaz de chegar a um 
modelo tridimensional muito próximo ao já conhecido 
experimentalmente. Nesse sentido, essa última etapa de 
avaliação também é uma validação da técnica de modelagem 
comparativa. 
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Figura 5 – Definição das regiões de α-hélices e folhas-β entre 
modelos. (A) Em verde CgNR5A com todas as 12 α-hélices 
bem definidas mais a região de grampo-β. (B) Estrutura do 
cristal de 4ONI (HmNR5A) bem definidas sem ausência de 
regiões importantes no cristal. 
A B 
  
Fonte: Próprio autor 
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Figura 6 - Definição das regiões típicas de um Receptor 
Nuclerar. Em verde o modelo de CgER com 10 α-hélices, 
ausência da região H2 e uma H4 não bem definida assim como 
a estrutura cristalográfica de  CgER em roxo. Enquanto o 
modelo de ER-humano (azul) não apresenta apenas o motivo 
H2. 
 
Fonte: Próprio autor 
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4.2  CARACTERIZAÇÃO DO SÍTIO DE LIGAÇÃO 
 
Uma vez que os modelos gerados se mostraram 
promissores e confiáveis, após cinco etapas avaliações de 
qualidade, esperávamos que os volumes internos da cavidade 
de ligação, fossem muito próximos aos volumes descritos na 
literatura para receptores de mamíferos, já que nossos modelos 
em C. gigas se mostraram muito próximos, do ponto de vista 
estrutural, aos modelos encontrados nesses cristais. 
Com o intuito de estabelecer um protocolo de 
caracterização das cavidades, assim como na etapa anterior de 
modelagem, utilizamos a estrutura de CgER como modelo 
controle e de ajuste de parâmetros. As estruturas de 4N1Y e 
1GWR que já tem volumes descritos foram então submetidas 
ao programa CASTp, todavia, os valores encontrados não 
correspondem aos calculados por Bridgham et al. (2014), como 
mostra a Tabela 3. 
Várias tentativas de ajuste da área de superfície acessível 
ao solvente, radius probe, foram realizadas, sem sucesso. Tais 
divergências de valores se devem essencialmente pelo emprego 
de programas diferentes, com metodologias distintas para o 
cálculo de volume.  Observamos na Figura 7, porém, que assim 
como o descrito por Bridgham e colaboradores, a cavidade 
encontrada pelo programa CASTp em ER de C.gigas ainda era 
proporcionalmente menor em relação ao volume da cavidade 
de ER em humano. E assim como é apontado por eles, a 
cavidade calculada é tão reduzida que não seria capaz de 
comportar um ligante como o estradiol. 
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Tabela 3 – Quantificação dos volumes das cavidades para ER 
 CASTp (BRIDGHAM et al., 2014) 
 
Área (Å²) Volume (Å³) Volume (Å³) 
    
CgNR3A 270,132 91,341  
4N1Y 157,573 78,744 168±8 
1GWR 445,637 265,851 402 
Fonte: Próprio autor 
 
Figura 7 – (A) Molécula de estradiol, ligante endógeno 
clássico de ER. (B) Superfície de volume de ER humano 
(IGWR) suficientemente grande para comportar o hormônio 
estradiol. Superfície de volume do cristal de CgER (C) e do 
modelo gerado (D) ambas não comportando adequadamente o 
estradiol. 
A  
 
B C D 
 
 
 
Fonte: Próprio autor 
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Para fins comparativos, padronizamos a determinação 
dos volumes e resíduos que o compõem para um único 
programa, o CASTp. Sendo assim, todos os cristais e modelos 
tiveram seus valores determinados e estão disponíveis no 
APÊNDICE C. 
Observamos também quais os resíduos que compõem a 
cavidade do sítio de ligação, como é apresentado na Figura 8A. 
Diferentemente de outros receptores de hormônios esteroides, 
não há densidade eletrônica, observada, de um ligante no 
interior da cavidade de ER de C.gigas. Ao invés disso, o que se 
encontram são cadeias laterais hidrofóbicas volumosas que 
ocupam ou até mesmo colidem com ligantes como o estradiol. 
Entre estes resíduos, se destacam para o cristal de C.gigas, 
Phe120, Phe208 e Phe209 (numeração orientada segundo 
alinhamento da Figura 8A (BRIDGHAM et al., 2014). Nosso 
modelo aponta para a mesma colisão do resíduo Phe209 com o 
estradiol como mostra a Figura 8B, no entanto, apresenta 
também leves desvios na cadeia lateral que poderiam ser 
explicados pelo artefato da técnica de modelagem, uma vez que 
o modelo gerado em C.gigas foi guiado pela estrutura 1GWR. 
A acomodação da cadeia lateral poderia ser corrigida por 
simulações curtas de dinâmica molecular ou testes de docking 
molecular para cadeias flexíveis. É importante perceber que o 
desvio da cadeia lateral não é suficiente para gerar cavidades 
maiores, ao ponto de acomodar falsamente um ligante. Como 
observamos no nosso modelo de ER, a cavidade ainda é 
diminuta, colide o resíduo Phe209 com o estradiol e não é 
capaz de comportar o mesmo no sítio de ligação. Sendo assim, 
ainda poderíamos classificar as famílias em possivelmente 
moduladas ou não moduladas com base na capacidade de 
comportar ligantes. 
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Figura 8 – (A) alinhamento das sequências de ER humana e de 
C. gigas com destaque para os resíduos que com compõem a 
cavidade do sítio de ligação segundo o programa CASTp. (B) 
Detalhe para os resíduos da cadeia lateral que colidem ou 
ocupam o espaço da cavidade. Em azul a cadeia lateral de ER 
humano com maior distanciamento em relação ao estradiol. Em 
verde o modelo de C.gigas colidindo o resíduo Phe209 com o 
ligante. Em roxo a cadeia lateral do cristal de C.gigas mais 
fechada e próxima em relação ao ligante, colidindo os resíduos 
Phe208 e Phe209 com o estradiol. 
A 
 
B 
 
 
Fonte: Próprio autor 
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4.3 CLASSIFICAÇÃO: POTENCIALMENTE MODULADOS 
E NÃO MODULADOS. 
 
No Quadro 1 é apresentada a classificação entre os 
membros potencialmente modulados e não modulados dos 
modelos de NRs em C. gigas com base na capacidade de 
comportar ligantes. 
 
Quadro 1 – Classificação geral entre potencialmente 
modulado (PM) e potencialmente não modulado (PNM). Para 
cada membro da superfamília são apresentadas as cavidades e 
seus ligantes com respectivos códigos de identificação. 
NR Possíveis ligantes Classificação 
C
g
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R
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 T3 PFA  
C
g
R
A
R
 
  
PM 
 9CR REA  
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X
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PM 
 9CR REA  
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PM 
 P6L PIZ  
Fonte: Próprio autor 
 
45 
 
Uma extensa busca por ligantes para cada família de NR 
foi realizada no banco de dados de proteína e na literatura, a 
lista completa para cada uma delas encontra-se no APÊNDICE 
D. Em geral a maioria dos ligantes encontrados em cristais é de 
mamíferos, evidenciando mais uma vez a falta de estudos 
estruturais disponíveis para organismos não modelos.  
 
4.3.1 THR 
 
Entre os ligantes endógenos encontrados, destacam-se os 
hormônios de 3,5,3'- triiodothyronine (T3) e 3,5,3',5'- 
tetraiodo-L-thyronine (T4). Para vertebrados tais hormônios 
tiroidianos desempenham papel fundamental na diferenciação, 
crescimento e metabolismo de todos os tecidos (YEN, 2001). A 
função de THR em invertebrados ainda é desconhecida, porém 
sabe-se que as iodotironinas, não são encontradas nesses 
organismos (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012; WITHERS, 
1992). Devido ao grande potencial farmacológico encontramos 
também vários fármacos tiromiméticos de ativação como PFA 
e 4HY. No Quadro 1 é possível observar que segundo nossos 
resultados tanto T3 quanto PFA se acomodam na cavidade 
proposta para o modelo de CgTHR, ainda que essa classe de 
hormônio não seja provável como ligante endógeno, pelos 
motivos citados acima.  
 
4.3.2 RAR E RXR 
 
A vitamina A (retinol) é essencial em vários processos 
fisiológicos que incluem desde a diferenciação epitelial, 
crescimento ósseo normal, função reprodutiva 
(espermatogênese), manutenção da função imunológica e até 
mesmo o controle do desenvolvimento embrionário 
(ALLENBY et al., 1994; HILL; WYSE; ANDERSON, 2012). 
Já o ácido retinóico (REA) é um importante metabólito ativo 
que pode substituir o retinol em muitos dos seus efeitos 
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biológicos. A atividade do REA é mediada pelas famílias de 
RAR e RXR (ALLENBY et al., 1994; ROSS et al., 2000). 
Nosso levantamento de ligantes apontam este metabólito e o 
9cis-ácido retinóico (9CR) como candidatos a ligantes 
endógenos em C.gigas. É possível observamos no Quadro 1 
que ambos os ligantes são volumétricamente compatíveis, tanto 
com a cavidade de RAR quanto RXR. Estudos mostram que 
exposições a baixas concentrações de REA afetam a formação 
do olho de moluscos como Lymnaea stagnalis, Physa fontinalis 
e Bithynia tentaculata. Mais especificamente em L. stagnalis o 
ácido retinóico resulta em um espectro mais amplo de 
deficiências, incluindo defeitos oculares, desenvolvimento 
interrompido e deformações da concha (CRETON; ZWAAN; 
DOHMEN, 1993; ROSS et al., 2000). A exposição à REA em 
Suberites domuncula (porífero) também resulta em alterações 
citológicas e morfológicas (WIENS, 2003). Nesse sentido 
ambos os receptores poderiam ser classificados nessa análise 
como potencialmente modulados e seriam então, bons 
candidatos para estudo de docking molecular e interações com 
xenobióticos.  
 
4.3.3 ROR 
 
A cavidade proposta para o nosso modelo de ROR em 
C.gigas, apresenta grande volume. Dentro deste foi possível 
comportar ligantes volumosos como o colesterol e o inibidor 
4D8. Estudos estruturais mostram que RORs tem cavidades de 
ligação relativamente grandes e que de fato se ligam a 
oxiesteróis, vitaminas D e seus derivados, ácidos graxos e 
retinóides (SANTORI et al., 2015). Em humanos RORs tem 
como ligante natural o colesterol e o ácido retinóico 
(GERMAIN et al., 2004). Com base nestas informações é 
possível traçar para esse receptor um perfil de ligantes 
semelhantes ao colesterol, preferencialmente anfipáticos, com 
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anéis aromáticos e instaurações. Este receptor de C. gigas 
também é um bom candidato a estudos de interação molecular. 
 
4.3.4 NR2A-HNF4 
 
A subfamília NR2A grupo contém os NRs mais antigos 
encontrados no reino animal e foram descobertos em 
metazoários simples como Amphimedon queenslandica 
(Porífera), Trichoplax adhaerens (Placozoa) e Nematostella 
vectensis (Cnidária) (BRIDGHAM et al., 2010). Apenas um 
único ortólogo é codificado em Drosophila melanogaster e esta 
envolvido no desenvolvimento do trato digestivo, mobilização 
e beta oxidação de lipídeos (PALANKER et al., 2009). Em 
humanos, tem tido especial atenção por desempenhar um papel 
significativo em doenças como diabetes e câncer de cólon 
(CHELLAPPA et al., 2012; LOVE-GREGORY; PERMUTT, 
2007). Com relação a essa subfamília, classificamos em C. 
gigas como possivelmente modulada, uma vez que, se mostrou 
capaz de comportar os ácidos miristídico e láurico. 
 
4.3.5 NR5A 
 
Nossos resultados apontam para uma cavidade 
relativamente grande para o modelo de NR5A em C. gigas. 
Trabalhos com essa subfamília em ratos mostraram que, 
mesmo na ausência de ligante ou peptídeo regulador a estrutura 
cristalizada de LRH-1 de Mus musculos (mLRH-1) mostrava-
se ativa. Ao contrario de outros receptores órfãos, que não 
possuem uma bolsa de ligação ou estão ligados a um lipídio 
constitutivamente, o que se observa em mLRH-1 é que há uma 
grande cavidade desocupada (LI; LAMBERT; XU, 2003). 
Porém os estudos de (KRYLOVA et al., 2005) propõem que 
em humanos os membros da subfamília NR5A, se ligam ao 
fosfatidilinositol. 
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4.4  POTENCIAL DE INTERAÇÃO NA CAVIDADE 
 
Até agora nesse estudo vimos que é possível classificar a 
superfamília de NR de C. gigas em potencialmente modulados 
por ligantes e não modulados. Vimos também que é possível 
traçar um perfil de ligantes, para cada cavidade 
individualmente, com base nos volumes e dados da literatura. 
A fim de avaliar se estes receptores tem real potencial de 
interação com os ligantes apontados na seção anterior, 
realizamos testes de docking molecular e devido ao interesse 
ecotoxicológico inicial do trabalho, testamos também alguns 
fármacos de interesse ecotoxicológico. Entre os fármacos estão 
o Tamoxifeno (TAM), Paracetamol (PARA), Diclofenaco 
(DICL) e Ibuprofeno (IBU). A lista de ligantes testados com 
sua respectiva estrutura bidimensional encontra-se no 
APÊNDICE E e os resultados podem ser observados na Tabela 
4.  
 
Tabela 4 - Valores de energia livre (ΔG) entre Receptores 
Nucleares de C. gigas e os diferentes ligantes. 
NR Possíveis ligantes Fármacos 
CgTHR 
T3 T4 TAM PARA DICL IBU 
-6,3 -7,9 -9,5 -6,5 -8,3 -8,0 
CgRAR 
9CR  REA 
    -10,4 -11,4 -10,2 -6,3 -8,1 -9,8 
CgROR 
4D8   CLR 
    -13,3 -11,0 -10,7 -6,0 -9,1 -11,4 
CgHNF4 
MYR  DAO 
    -8,9 -7,6 -9,3 -6,2 -7,7 -7,2 
CgRXR 
9CR  REA 
    -9,8 - -10,6 -6,3 -9,9 -8,3 
CgNR5A-NR5A 
P6L  PIZ 
    -6,6 -6,2 -8,5 -6,2 -7,5 -7,4 
Fonte: Próprio autor 
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 Os resultados de ΔG mostram que em geral, todos os 
modelos propostos como modulados teriam o potencial de 
interação com os ligantes clássicos conhecidos e descritos em 
mamíferos. Na Tabela 5 temos os valores de ΔG para os 
redocks, ou seja, os valores de energia livre para os mesmos 
ligantes nas estruturas dos cristais. Com estes valores é 
possível comparar se os nossos valores de ΔG são condizentes 
com os valores encontrados em ligações estáveis. Considera-se 
que quanto menor o valor de energia livre, maior o potencial de 
interação entre duas moléculas. Nesse sentido destacam-se 
entre nossos modelos, os receptores de RAR e ROR que 
apresentam os menores valores de ΔG, valores estes que são 
muito próximos dos observados nos redocks destes mesmos 
receptores em Mus musculus (1XDK) e humanos (4S15) 
respectivamente. Com exceção de CgTHR que apresenta os 
valores de ΔG mais distantes em relação aos cristais e 
CgNR5A que não teve valor de redock calculado, em geral, 
todos os outros receptores de C.gigas apresentam potenciais  de 
interação muito próximos ao encontrado em complexos 
estáveis. 
 
Tabela 5 – Redocking, valores de energia livre (ΔG) para os 
Receptores Nucleares dos cristais. 
NR PDB Ligante ΔG 
Hm-THRβ 3GSW T3 -11,8 
Hm-THRβ 2H77 T3 -10,3 
Hm-THRβ 1N46 PFA -11,7 
Mus musculus-RARβ 1XDK 9CR -10,2 
Hm-RORα 4S15 4D8 -13,3 
Hm-HNF4α 4IQR MYR -5,5 
Biomphalaria glabrata-RXR 1XIU 9CR -9,6 
Fonte: Próprio autor 
 
Já em relação aos fármacos, da mesma forma, percebe-se 
que o TAM tem considerável potencial de interação com todos 
os receptores testados e o paracetamol menor potencial de 
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ligação. Estes dados indicam que dentre os fármacos, o TAM é 
o que apresenta maior chance de interação com estes receptores 
estudados. Apesar de não haver relatos no Brasil, diversos 
estudos já evidenciaram a presença do TAM no ambiente 
aquático, sendo encontrado em concentrações ambientais de até 
212 ng.L-1 e em efluentes domésticos de até 740 ng.L-1 
(ASHTON; HILTON; THOMAS, 2004; COETSIER et al., 
2009; NEGREIRA et al., 2013; ROBERTS; THOMAS, 2006) 
Apesar da sua ampla utilização no tratamento ao câncer de 
mama, estudos já reconheceram o potencial carcinogênico do 
TAM em ratos (FENDL; ZIMNISKI, 1992; RUTQVIST et al., 
1995) e em humanos (MANI; KUPFER, 1991). Em peixes, 
foram observadas alterações na capacidade reprodutiva, nos 
níveis de vitelogenina, na histologia e no tamanho corporal 
(SUN et al., 2007). Já em crustáceos, foi observada inibição no 
desenvolvimento naupliar (ANDERSEN et al., 2001). 
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5 CONCLUSÃO 
 
 Apresentamos neste estudo uma abordagem que se 
mostrou promissora para caracterização da superfamília de 
receptores nucleares em um organismo não modelo. As 
técnicas de modelagem comparativa e caracterização de 
cavidades foram capazes de traçar um perfil estrutural para 
cada membro estudado classificando-os em potencialmente 
modulados e não modulados. Fomos capazes também de traçar 
um perfil de ligantes para cada cavidade, direcionando assim 
testes de docking molecular com ligantes endógenos de 
mamíferos e fármacos xenobióticos. Encontramos semelhanças 
nos potenciais energéticos de ligação de CgRAR, CgRXR e 
CgROR com ligantes endógenos de vertebrados como REA e 
9CR. Em especial, CgROR se mostrou favorável a interações 
com colesterol e tamoxifeno. 
 
5.1 PERSPECTIVAS  
 
A metodologia proposta e desenvolvida no presente 
trabalho, por se mostrar promissora para caracterização de uma 
superfamília inteira, poderia ser empregada em estudos que 
busquem informações estruturais e filtros para testes 
direcionados em laboratório. Nesse sentido consideramos 
possível, através dos protocolos desenvolvidos, a construção de 
uma ferramenta online, como mostra a Figura 9, automatizando 
todo o processo de caracterização estrutural de proteínas. 
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Figura 9 – Esquema de uma possível ferramenta online para 
caraterização estrutural de toda uma superfamília de proteínas, 
direcionando testes em bancada através de várias etapas de 
filtros. 
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APÊNDICE A – Gráficos de Ramachandran para os 
diferentes Receptores Nucleares. 
 
CgNR1A-THR 
 
 
Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 220 ( 94.4%) 
Number of residues in allowed region ( ~2.0% expected)    : 10 ( 4.3%) 
Number of residues in outlier region                                     : 3 ( 1.3%) 
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Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 220 ( 94.4%) 
Number of residues in allowed region ( ~2.0% expected)    : 10 ( 4.3%) 
Number of residues in outlier region                                     : 3 ( 1.3%) 
 
RAMPAGE by Paul de Bakker and Simon Lovell available at http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/rampage/ 
Please cite: S.C. Lovell, I.W. Davis, W.B. Arendall III, P.I.W. de Bakker, J.M. Word, M.G. Prisant, J.S. 
Richardson & D.C. Richardson (2002) Structure validation by C geometry:  and C deviation. Proteins: 
Structure, Function & Genetics. 50: 437-450 
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CgNR1B-RAR 
 
 
Number of residues in favoured region (~98.0% expected)  :  238 ( 94.1%) 
Number of residues in allowed region ( ~2.0% expected)    :   10 (  4.0%) 
Number of residues in outlier region                                     :    5 (  2.0%) 
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Number of residues in favoured region   (~98.0% expected)  :  238 ( 94.1%) 
Number of residues in allowed region    ( ~2.0% expected)  :   10 (  4.0%) 
Number of residues in outlier region  :    5 (  2.0%) 
 
 
RAMPAGE by Paul de Bakker and Simon Lovell available at http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/rampage/ 
Please cite: S.C. Lovell, I.W. Davis, W.B. Arendall III, P.I.W. de Bakker, J.M. Word, M.G. Prisant, J.S. 
Richardson & D.C. Richardson (2002) Structure validation by C geometry:  and C deviation. Proteins: 
Structure, Function & Genetics. 50: 437-450 
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CgNR1F-ROR 
 
 
 
 
Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 227 ( 97.0%) 
Number of residues in allowed region ( ~2.0% expected)    : 5 ( 2.1%) 
Number of residues in outlier region                                    : 2 ( 0.9%) 
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Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 227 ( 97.0%) 
Number of residues in allowed region ( ~2.0% expected)    : 5 ( 2.1%) 
Number of residues in outlier region                                    : 2 ( 0.9%) 
 
 
RAMPAGE by Paul de Bakker and Simon Lovell available at http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/rampage/ 
Please cite: S.C. Lovell, I.W. Davis, W.B. Arendall III, P.I.W. de Bakker, J.M. Word, M.G. Prisant, J.S. 
Richardson & D.C. Richardson (2002) Structure validation by C geometry:  and C deviation. Proteins: 
Structure, Function & Genetics. 50: 437-450 
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CgNR2A-HNF4 
 
 
 
Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 207 ( 93.2%) 
Number of residues in allowed region ( ~2.0% expected)    : 13 ( 5.9%) 
Number of residues in outlier region                                    : 2 ( 0.9%) 
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Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 207 ( 93.2%) 
Number of residues in allowed region ( ~2.0% expected)    : 13 ( 5.9%) 
Number of residues in outlier region                                    : 2 ( 0.9%) 
 
RAMPAGE by Paul de Bakker and Simon Lovell available at http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/rampage/ 
Please cite: S.C. Lovell, I.W. Davis, W.B. Arendall III, P.I.W. de Bakker, J.M. Word, M.G. Prisant, J.S. 
Richardson & D.C. Richardson (2002) Structure validation by C geometry:  and C deviation. Proteins: 
Structure, Function & Genetics. 50: 437-450 
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CgNR2B-RXR 
 
 
Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 210 ( 96.3%) 
Number of residues in allowed region ( ~2.0% expected)    : 6 ( 2.8%) 
Number of residues in outlier region                                : 2 ( 0.9%) 
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Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 210 ( 96.3%) 
Number of residues in allowed region ( ~2.0% expected)    : 6 ( 2.8%) 
Number of residues in outlier region                                : 2 ( 0.9%) 
 
RAMPAGE by Paul de Bakker and Simon Lovell available at http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/rampage/ 
Please cite: S.C. Lovell, I.W. Davis, W.B. Arendall III, P.I.W. de Bakker, J.M. Word, M.G. Prisant, J.S. 
Richardson & D.C. Richardson (2002) Structure validation by C geometry:  and C deviation. Proteins: 
Structure, Function & Genetics. 50: 437-450 
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CgNR3A-ER 
 
 
 
Number of residues in favoured region   (~98.0% expected)  :  215 ( 98.2%) 
Number of residues in allowed region     ( ~2.0% expected)  :    4 (  1.8%) 
Number of residues in outlier region                                       :    0 (  0.0%) 
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Number of residues in favoured region   (~98.0% expected)  :  215 ( 98.2%) 
Number of residues in allowed region     ( ~2.0% expected)  :    4 (  1.8%) 
Number of residues in outlier region                                       :    0 (  0.0%) 
 
RAMPAGE by Paul de Bakker and Simon Lovell available at http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/rampage/ 
Please cite: S.C. Lovell, I.W. Davis, W.B. Arendall III, P.I.W. de Bakker, J.M. Word, M.G. Prisant, J.S. 
Richardson & D.C. Richardson (2002) Structure validation by C geometry:  and C deviation. Proteins: 
Structure, Function & Genetics. 50: 437-450 
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CgNR5A-NR5A 
 
 
Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 231 ( 98.3%) 
Number of residues in allowed region ( ~2.0% expected)    : 2 ( 0.9%) 
Number of residues in outlier region                                : 2 ( 0.9%) 
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 Number of residues in favoured region (~98.0% expected) : 231 ( 98.3%) 
Number of residues in allowed region ( ~2.0% expected)    : 2 ( 0.9%) 
Number of residues in outlier region                                : 2 ( 0.9%) 
 
RAMPAGE by Paul de Bakker and Simon Lovell available at http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/rampage/ 
Please cite: S.C. Lovell, I.W. Davis, W.B. Arendall III, P.I.W. de Bakker, J.M. Word, M.G. Prisant, J.S. 
Richardson & D.C. Richardson (2002) Structure validation by C geometry:  and C deviation. Proteins: 
Structure, Function & Genetics. 50: 437-450 
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APÊNDICE B – Modelos comparativos e seus respectivos 
templates. 
 
Figura 10- Em verde o modelo de CgTHR com 11 α-
hélices bem definidas e um grampo-β. Já em azul o cristal de 
1N46 com as mesmas regiões bem definidas e algumas falhas 
na região de loop entre H1 e H2. Ambas as estruturas não 
apresentam formação de H2. 
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Figura 11 – Á esquerda em verde o modelo CgRAR e a 
esquerda em azul a estrutura experimental de 1XDK. Ambos os 
modelos tridimensionais apresentam um grampo-β e 10 α-
hélices com uma H4 não definida e ausência de H2. Também 
diferem quanto a região de loop entre H1 e H3, sendo o loop de 
CgRAR maior do que 1XDK. 
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Figura 12 – Ambas as estruturas, CgHNF4 em verde e 
4IQR em azul, apresentam 11 α-hélices mais um grampo-β e a 
região H2 é ausente. 
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Figura 13 – Em verde à esquerda, CgRXR e em azul à 
direita 1XIU. As duas estruturas apresentam 11 α-hélices mais 
um grampo-β com a ausência de H2 e formação discreta de H4. 
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Figura 14 – Em verde o modelo de CgROR com a 
formação de um grampo-β, 12 α-hélices e mais uma H2’ 
adicional típica desta família. O cristal de 4S15 em azul 
apresenta as mesmas regiões, porém, a H2 não é tão bem 
defina como em CgROR.  
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APÊNDICE C – Valores calculados para superfície de área 
e volume para cada modelo e seu respectivo cristal de 
modelagem. 
 
Receptor Área (Å²) Volume (Å³) 
CgNR1A 470,917 228,939 
1N46 390,002 227,071 
2H77 446,837 221,425 
4LNX 389,86 216,061 
   CgNR1B 282,384 131,041 
1XDK 315,706 141,611 
   CgNR1F 563,615 369,084 
4S15 475,855 321,311 
   CgNR1H 616,623 303,215 
2NXX 407,308 225,900 
   CgNR2A 569,898 292,371 
4IQR 705,46 364,839 
   CgNR2B 497,136 298,701 
1XIU 575,768 343,801 
   CgNR3A 270,132 91,341 
1GWR 445,637 265,851 
4N1Y 157,573 78,744 
   CgNR5A 673,745 461,862 
4ONI 573,75 481,244 
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APÊNDICE D - Lista do levantamento de ligantes 
experimentais para cada membro da superfamília de 
Receptores Nucleares. 
 
NR1A-THR 
Organismo  Cód. PDB Ligante Referência 
    
Homo sapiens 1N46 PFA  (DOW et al., 2003) 
Homo sapiens 3D57 4HY  
(JOURAVEL et al., 
2009) 
Homo sapiens 2H77 T3  
(NASCIMENTO et 
al., 2006) 
Homo sapiens 2H79 T3  
(NASCIMENTO et 
al., 2006) 
Homo sapiens 4LNX T44  
(SOUZA et al., 
2014) 
Homo sapiens 3IMY B72  
(BLEICHER et al., 
2008) 
 
NR1B-RAR 
Organismo Cód. PDB Ligante Referência 
    
Mus musculus 1XDK 9CR  
(POGENBERG 
et al., 2005) 
Homo sapiens 3LBD 9CR  
(KLAHOLZ et 
al., 1998) 
Homo sapiens 3A9E REA  
(SATO et al., 
2010) 
Homo sapiens 2LBD REA  
(RENAUD et 
al., 1995) 
Mus musculus 1DKF BMS  
(BOURGUET et 
al., 2000) 
Homo sapiens 5K13 6Q7  
(HUGHES et al., 
2016) 
Homo sapiens 1XAP TTB  
(GERMAIN et 
al., 2004) 
Homo sapiens 3KMR EQN  
(LE MAIRE et 
al., 2010) 
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NR1F-ROR 
Organismo Cód. PDB Ligante Referência 
    
Homo sapiens  4S15 4D8   
(SANTORI et al., 
2015) 
Homo sapiens  4QM0 39K  
(FAUBER et al., 
2014) 
Homo sapiens  5AYG 4LQ  
(HIRATA et al., 
2016) 
Rattus norvegicus  1K4W STE  
(STEHLIN et al., 
2001) 
Homo sapiens  4YPQ 4F1  
(SCHEEPSTRA et 
al., 2015) 
Homo sapiens  4ZOM 4Q3  
(WANG et al., 
2015) 
Homo sapiens  1N83 CLR  
(KALLEN et al., 
2002) 
Homo sapiens  3B0W DGX  
(FUJITA-SATO et 
al., 2011) 
Homo sapiens 4NIE NBH / DMX 
(YANG et al., 
2013) 
Homo sapiens  5K3L 444  Dados não publicados 
Homo sapiens  5K3M 6Q5  Dados não publicados 
Nomascus 
leucogenys  5X8S 6Q5  
(NOGUCHI et al., 
2017) 
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NR1H-ECR/LXR/FXR 
Organismo 
Cód. 
PDB Ligante Referência 
    
Tribolium castaneum - 
ECR 2NXX P1A  
(IWEMA et al., 
2007) 
Mus musculus - LXR  2ACL L05  (JAYE et al., 2005) 
Homo sapiens - LXR  5JY3 6OX  (KICK et al., 2016) 
Homo sapiens - LXR  4NQA 965  (LOU et al., 2014) 
Homo sapiens-LXR 5KYA 6Y4  (TICE et al., 2016) 
Homo sapiens-LXR 5KYJ 6Y8  (TICE et al., 2016) 
Homo sapiens-LXR  4NQA 965  (LOU et al., 2014) 
Homo sapiens-LXR  3L0E G58  
(ZUERCHER et al., 
2010) 
Rattus norvegicus-
FXR 1OT7 CHC /IU5  (MI et al., 2003) 
Homo sapiens-LXR 1UHL 444  
(SVENSSON, 
2003) 
 
NR2A-HNF4 
Organismo  Cód. PDB Ligante Referência 
    
Homo sapiens  1PZL MYR  
(DUDA; CHI; 
SHOELSON, 2004) 
Rattus rattus  1M7W DAO  
(DHE-PAGANON et 
al., 2002) 
Homo sapiens  3FS1 MYR  (RHA et al., 2009) 
Homo sapiens  4IQR MYR  
(CHANDRA et al., 
2013) 
Rattus rattus  LA (YUAN et al., 2009) 
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NR2B-RXR 
Organismo  Cód. PDB Ligante Referência 
    
Biomphalaria 
glabrata  1XIU.A 9CR 
(DE GROOT et al., 
2005) 
Homo sapiens  2P1T 3TN  (NAHOUM et al., 2007) 
Homo sapiens  1XLS 9CR  (SUINO et al., 2004) 
Homo sapiens  2ACL REA  (JAYE et al., 2005) 
Homo sapiens  1XV9 F15  (XU et al., 2004) 
Mus musculus  1DKF OLA  
(BOURGUET et al., 
2000) 
Homo sapiens  1MZN BM6  
(EGEA; MITSCHLER; 
MORAS, 2002) 
 
 
LRH1 - NR5A 
Organismo  Cód. PDB Ligante Referência 
    
Homo sapiens  4ONI P6L  / EPH  Dados não publicados 
Homo sapiens  5UNJ RJW  (MAYS et al., 2017) 
Homo sapiens  5SYZ 71W  (MAYS et al., 2016) 
Homo sapiens  4PLD CPS  (MUSILLE et al., 2016) 
Homo sapiens  4PLE CPS  / EPH (MUSILLE et al., 2016) 
Homo sapiens 4RWV PIZ  Dados não publicados 
Homo sapiens  3TX7 P6L  (YUMOTO et al., 2012) 
Homo sapiens  1YOK P6L  
(KRYLOVA et al., 
2005)  
Homo sapiens  1YUC GOL  / EPH  
(ORTLUND et al., 
2005) 
Homo sapiens  4DOR EPH  (MUSILLE et al., 2012) 
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APÊNDICE E – Lista de ligantes selecionados para docking 
molecular. 
 Ligantes conhecidos em mamífero 
CgTHR  
 
T3 
 
T4 
CgRAR  
 
9CR 
 
REA 
CgROR  
 
4D8 
 
CLR 
CgNR1H 
 
P1A 
 
CHC 
CgHNF4  
 
MYR 
 
DAO 
96 
 
CgRXR  
 
9CR 
 
REA 
 
CgNR5A   
 
 
P6L 
 
 
PIZ 
Fármacos 
 
 
 
Paracetamol 
 
Ibuprofeno 
 
 
Diclofenaco Tamoxifeno 
Fonte: Zinc database e PDB (Protein Data Bank) 
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ANEXO A – Colaboração em artigos científicos 
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